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Tóm tắt: Vi khuẩn oxi hóa amoni có một vai trò quan trọng trong chuyển hóa amoni thành nitrit tạo điều 
kiện cho quá trình nitrat hóa và phản nitrat diễn ra trong công nghệ xử lý nước thải. Mục đích của nghiên 
cứu này là phân lập các chủng vi khuẩn có khả năng nitrit hóa amoni từ nước thải chăn nuôi lợn sử dụng 
phương pháp dãy ống nghiệm pha loãng và định danh vi khuẩn bằng phương pháp sinh học phân tử.  Sự 
chuyển hóa amoni trong các thử nghiệm được phân tích theo phương pháp quang phổ. Trong nghiên cứu 
này, chủng Pseudomonas aeruginosa HT1 được phân lập từ nước thải sau biogas của trang trại chăn nuôi lợn 
tập trung tại Hà Tĩnh có khả năng chuyển hóa amoni với nồng độ lên đến 545 mg/L. Tuy nhiên, chủng vi 
khuẩn này chuyển hóa amoni với nồng độ tối ưu là từ 50 mg/L trở xuống và nồng độ này được chuyển 
hóa hoàn toàn sau 4 ngày nuôi cấy. Sự chuyển hóa amoni của chủng Pseudomonas aeruginosa HT1 diễn ra 
trong cả điều kiện nuôi cấy có nồng độ oxy từ 0,1 đến 7,0 mg/L. Hoạt động chuyển hóa amoni bởi chủng 
vi khuẩn này vẫn diễn ra trong môi trường muối mặn 3%. Chủng Pseudomonas aeruginosa HT1 có khả năng 
sinh trưởng trong môi trường có pH từ 6,0 đến 8,0 và thuộc nhóm vi khuẩn ưa ấm với nhiệt độ phát triển 
tốt nhất trong khoảng 30–37 °C.  
Từ khóa: Pseudomonas aeruginosa; nitrit hóa; vi khuẩn oxi hóa amoni 
1 Đặt vấn đề  
Amoni có công thức hóa học là NH3, là một chất khí không màu và có mùi khai. Trong 
nước, amoni tồn tại ở hai dạng là NH3 và NH4+ và cũng là một trong những thành phần quan 
trong của chỉ số nitơ trong nước thải. Việc xử lý amoni trong môi trường thường diễn ra theo ba 
quá trình. Quá trình oxi hóa amoni hay còn gọi là quá trình nitrit hóa NH4+ + 3/2O2 → NO2- + 
2H+ + H2O, tiếp đến là quá trình nitrat hóa NO2 + 1/2O2 → NO3- và cuối cùng là quá trình phản 




nitrat hóa để chuyển hóa nitrat thành nitơ tự do thoát vào không khí 2NO3- + 10 e- +12H+ → N2 + 
6H2O. Quá trình nitrit hóa là một bước quan trọng trong xử lý amoni và thường do các chủng vi 
khuẩn Nitrosomonas chịu trách nhiệm [10, 13, 16–18]. Tuy nhiên, nhiều công bố đã khẳng định 
rằng có nhiều nhóm vi sinh vật chịu trách nhiệm oxy hóa amoni tồn tại trong tự nhiên và phân 
bố rất rộng rãi trong môi trường đất và nước [2, 7, 15] và cũng như trong các hệ thống xử lý 
nước thải do con người tạo ra [1, 14]. Thêm vào đó, các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng vi khuẩn 
nitrit hóa có khả năng tồn tại trong một số môi trường khắc nghiệt như đất nhiễm axit [6, 12], 
trong quặng chứa nhiều sunfua [2] và trong môi trường nhiệt độ cao [8]. 
Vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa là trực khuẩn Gram âm, có khả năng gây bệnh phổ biến 
đối với người và động vật. Chúng tồn tại đa dạng trong các môi trường khác nhau như trong 
đất, nước, trên cơ thể động vật và con người. Ngoài ra, chúng có khả năng tồn tại trong các điều 
kiện sống khác nhau pH, nhiệt độ, dinh dưỡng và mức độ hiếu khí. Vi khuẩn Pseudomonas 
aeruginosa được khẳng định có khả năng tham gia cả quá trình nitrat hóa (NO2- → NO3-) và quá 
trình phản nitrat (NO3- → N2) [3–5, 9]. Tuy nhiên, theo hiểu biết của nhóm nghiên cứu thì chưa 
có một công bố nào trên thế giới cũng như ở Việt Nam về khả năng oxy hóa amoni của vi khuẩn 
Pseudomonas aeruginosa. Do đó, mục tiêu của nghiên cứu này là phân lâp các chủng vi khuẩn có 
khả năng chuyển hóa amoni mà trong đó tập trung phân lập các chủng vi khuẩn Pseudomonas 
aeruginosa và thử nghiệm khả năng chuyển hóa amoni của chúng. Có thể nói rằng đây là một 
nghiên cứu đầu tiên về khả năng oxy hóa amoni của loại vi khuẩn này ở Việt Nam.  
2 Vật liệu và phương pháp 
2.1  Vật liệu 
Ba mẫu nước ở ba vị trí khác nhau được thu từ nguồn nước thải sau biogas của hồ sinh 
học thứ nhất ngay sau hầm biogas của trang trại chăn nuôi lợn ở xã Kỳ Đồng – huyện Kỳ Anh – 
tỉnh Hà Tĩnh. Mẫu được thu với thể tích 4 lít và chứa trong bình nhựa vô trùng chuyên dụng có 
thể tích 5 lít. Mẫu được bảo quản trong hộp xốp cách nhiệt chứa đá khô và đưa về phòng thí 
nghiệm. 
2.2 Hóa chất 
Tất cả các hóa chất được sử dụng cho nghiên cứu này bao gồm MgCl2; NaCl; K2PO4; 
CaCO3; FeCl3; Na2COONa; NaHCO3 được cung cấp bởi công ty Merck - CHLB Đức và thạch có 
nhiệt độ nóng chảy thấp được mua từ hãng Lonza – Mỹ. Tất cả hóa chất có độ tinh khiết từ 
99.0–99.9% sử dụng cho các phép phân tích và phòng thí nghiệm. 
 
 




2.3 Phương pháp 
Nuôi cấy và phân lập vi khuẩn 
Mẫu được pha loãng dãy liên tục bằng cách lấy 5 mL mẫu pha loãng trong 45 mL nước 
cất vô trùng, lắc đều và sau đó tiến hành tương tự cho đến khi có được nồng độ pha loãng 10—5. 
Tất cả các bước pha loãng đều được tiến hành trong tủ cấy vô trùng. Mẫu được phân lập trong 
các ống nghiệm chứa 10 mL môi trường khoáng với các thành phần (gram/L) MgCl2: 0,5 g; 
NaCl: 1,0 g; K2PO4: 1,0 g; CaCO3: 1,0 g; FeCl3: 0,02 g; Na2COONa: 1,0 g; NaHCO3: 1,0 g; nước cất 
vừa đủ 1 lít; pH = 7,2±0,2 và 2 mL thạch có nhiệt độ nóng chảy thấp 2%. Các ống nghiệm được 
nuôi ở nhiệt độ 37 °C và quan sát sự hình thành của khuẩn lạc đồng thời kiểm tra sự chuyển 
hóa của amoni bằng phản ứng định tính dùng thuốc thử Nessler sau thời gian nuôi cấy 5 ngày 
với định kỳ kiểm tra 1 ngày một lần. Sự chuyển hóa màu thuốc thử (phản ứng dương tính) từ 
màu vàng sang màu nhạt dần và sự oxi hóa hoàn toàn amoni khi màu vàng của thuốc thử 
chuyển thành không màu. Chỉ có những ống nghiệm cho kết quả dương tính với thuốc thử ở 
bất kỳ mức độ nào sẽ được lựa chọn tiếp tục cho việc phân lập vi khuẩn. Các khuẩn lạc vi 
khuẩn khác nhau trong ống nghiệm sẽ được cấy chuyển riêng rẽ sang các ống nghiệm mới cho 
cho đến khi đạt được sự đồng nhất về hình dạng và màu sắc của khuẩn lạc thì được xem là 
thuần khiết. Kiểm tra sự chuyển hóa amoni của các khuẩn lạc trong suốt quá trình phân lập để 
loại bỏ bớt các khuẩn lạc không phải là các vi khuẩn oxi hóa amoni. 
Định danh và xác định loài vi khuẩn 
Các chủng vi khuẩn được xác định là thuần khiết dựa trên hình thái về độ đồng nhất 
khuẩn lạc trên môi trường phân lập được định danh bằng phương pháp khuếch đại PCR và giải 
trình tự gene mã hóa 16S rARN và tra cứu bằng công cụ BLAST. 
Thử nghiệm xác định các đặc tính nuôi cấy của chủng vi khuẩn vi khuẩn phân lập được 
Chủng vi khuẩn phân lập được được khảo sát các điều kiện nuôi cấy khác nhau 
+ Ảnh hưởng của pH: Sự sinh trưởng, phát triển và khả năng chuyển hóa amoni của 
chủng vi khuẩn phân lập được khảo sát trên môi trường nuôi cấy có các mức pH là 5,0; 6,0; 7,0; 
8,0 và 8,5. 
+ Ảnh hưởng của nhiệt độ: Các mức nhiệt độ 5 °C; 30 °C; 37 °C; 45 °C và 50 °C được khảo 
sát cho khả năng sinh trưởng, phát triển và khả năng chuyển hóa amoni của chủng vi khuẩn 
phân lập.  
+ Khảo sát sự ảnh hưởng của nồng độ oxy hòa tan (DO): Các nồng độ DO khác nhau của 
môi trường nuôi cấy 0,1; 3,0; 4,5 và 7,0 mg/L được thiết lập dể nuôi cấy vi khuẩn. Việc hạ thấp 
nồng độ DO trong môi trường được thực hiện bằng cách sục khí CO2 vào môi trường nuôi cấy 
10 phút trước khi hấp tiệt trùng môi trường và thêm TiCi 1,5% cho đến khi đạt được DO mong 




muốn. Ngược lại, sử dụng máy thổi khí mini có điều chỉnh để cung cấp khí nhằm tăng DO cho 
hệ nuôi. 
Khảo sát khả năng sinh trưởng và chuyển hóa của amoni trong điều kiện môi trường 
khoáng có bổ sung NaCl với nồng độ 1,0%; 3,0% và 5,0%. 
Khảo sát khả năng chuyển hóa amoni của chủng vi khuẩn phân lập được 
Chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 được thử nghiệm với các nồng độ amoni 
khác nhau cụ thể là 10; 50 và 545 mg/L trong môi trường khoáng. Kết quả của sự chuyển hóa 
amoni của chủng vi khuẩn HT1 được đo đo trên máy đo amoni của hãng MARTINI có thang đo 
0,00–9,99 mg/L với sai số 0,01 mg/L theo phương pháp quang phổ sử dụng thuốc thử Nessler. 
Đối với các mẫu nuôi cấy có nồng độ amoni cao vượt quá ngưỡng đo của máy thì việc pha 
loãng mẫu được thực hiện để đưa nồng độ mẫu về khoảng giá trị đo và kết quả sẽ được nhân 
với hệ số pha loãng tương ứng.  
Tất cả các thử nghiệm trong nghiên cứu này đều tiến hành trong 3 bình nuôi cấy và kết 
quả là giá trị trung bình của bình nuôi cấy đó. Ngoài ra, các thí nghiệm đối chứng được tiến 
hành trong các bình môi trường chứa amoni nhưng không có chứa vi khuẩn hoặc chứa chủng vi 
khuẩn HT1 đã được khử trùng ở 121 °C, 1 atm trong 15 phút trước khi bổ sung vào môi trường. 
3 Kết quả và thảo luận 
3.1 Phân lập và định danh vi khuẩn 
Từ ba mẫu nước thải sau biogas của trang trại chăn nuôi lợn, một chủng vi khuẩn được 
phân lập trong các ống nghiệm chứa môi trường khoáng trong điều kiện hiếu khí và nhuộm 
Gram cho kết quả Gram âm (Hình 1). Kết quả định danh vi khuẩn khi so sánh trình tự 16S 
rDNA của chủng vi khuẩn phân lập được với ngân hàng dữ liệu NCBI với chương trình BLAST 
đã xác định chủng vi khuẩn phân lập được thuộc Pseudomonas aeruginosa với mức tương đồng 
99,8% (Hình 2) và chủng này được đặt tên là Pseudomonas aeruginosa HT1. 




    
Hình 1. Kết quả của sự hình thành khuẩn lạc trong ống nghiệm và nhuộm Gram của chủng vi khuẩn 
Pseudomonas aeruginosa HT1 
 











Hình 2. Kết quả so sánh trình tự 16S rDNA của chủng vi khuẩn phân lập được với cơ sở dữ liệu NCBI 
 




3.2 Ảnh hưởng của pH đến sự sinh trưởng, phát triển và khả năng chuyển hóa amoni của 
chủng Pseudomonas aeruginosa HT1 
Kết quả nuôi cấy chủng vi khuẩn HT1 trên môi trường nuôi cấy có các mức pH là 5,0; 6,0; 
7,0; 8,0 và 8,5 cho thấy chủng vi khuẩn này có khả năng phát triển trên môi trường có pH dao 
động từ 6,0 đến 8,0 (Hình 3). 
 
Hình 3. Ảnh hưởng của pH đến sự sinh trưởng và phá triển của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 
HT1 
Chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 phát triển tốt nhất trên môi trường có pH từ 
7,0–8,0 nên các môi trường có mức pH= 7,0; 7,5 và 8,0 được chọn để khảo sát khả năng chuyển 
hóa amoni của chủng vi khuẩn này với nồng độ amoni khảo sát lần lượt là 10, 50 và 545 mg/L. 
Kết quả cho thấy rằng chủng vi khuẩn HT1 đã chuyển hóa hoàn toàn amoni với nồng độ 10 
mg/L sau 24 giờ nuôi cấy. Đối với các bình nuôi cấy có nồng độ amoni 50 và 545 mg/L thì 50% 
lượng amoni đã được chuyển hóa trong vòng 48 giờ đầu nuôi cấy và sau đó tốc độ chuyển hóa 
này diễn ra chậm lại. Các bình nuôi cấy có nồng độ 50 mg/L amoni ban đầu đã bị chuyển hóa 
hoàn toàn sau 4 ngày nuôi cấy trong khi đó amoni vẫn còn được phát hiện với nồng độ dao 
động từ 50 đến 70 mg/L sau 5 ngày nuôi cấy đối với các bình nuôi cấy chứa 545 mg/L ban đầu 
(Hình 4).  
Sản phẩm của quá trình chuyển hóa amoni là nitrit. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này 
chúng tôi chỉ quan tâm đến sự chuyển hóa của amoni hơn là hàm lượng của nitrit được tạo ra. 






































Thời gian nuôi (Ngày) 












sung vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 (ĐC1) hoặc có bổ sung vi khuẩn Pseudomonas 
aeruginosa HT1 (ĐC1) đã được hấp khử trùng trước khi cho vào môi trường (ĐC2). 
 
 
Hình 4. Sự nitrit hóa của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 trong môi trường có bổ sung amoni 
























Thời gian (Ngày) 































Thời gian (Ngày) 











3.3 Ảnh hưởng của nồng độ oxy hòa tan (DO) và nhiệt độ đến sự sinh trưởng, phát triển và 
khả năng chuyển hóa amoni của chủng Pseudomonas aeruginosa HT1 
Ba mức nồng độ oxy hòa tan là 0,1; 4,5 và 7,0 mg/L được khảo sát cho khả năng sinh 
trưởng và chuyển hóa amoni của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 trong môi trường 
có pH = 7,5, mức pH đã được chứng minh là có sự sinh trưởng và chuyển hóa amoni tốt nhất 
của chủng vi khuẩn này. Kết quả thử nghiệm cho thấy rằng chủng vi khuẩn Pseudomonas 
aeruginosa HT1 có khả năng sinh trưởng, phát triển và oxy hóa amoni tốt trên môi trường có các 
mức oxy đã thử nghiệm ở trên (Hình 5).  
 
Hình 5. Ảnh hưởng của nồng độ oxy đến khả năng nitrit hóa của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 
HT1 
Ngoài ra, 5 mức nhiệt độ là 5 °C; 30 °C; 37 °C; ; 45 °C và 50 °C được thử nghiệm để khảo 
sát khả năng sinh trưởng và chuyển hóa amoni của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 
HT1. Kết quả chỉ ra rằng chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 là một chủng vi khuẩn ưa 
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Hình 6. Ảnh hưởng của nhiệt độ muối đến khả năng nitrit hóa của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 
HT1 
3.4 Ảnh hưởng của nồng độ muối đến sự sinh trưởng, phát triển và khả năng chuyển hóa 
amoni của Pseudomonas aeruginosa HT1 
Thí nghiệm được tiến hành trên môi trường khoáng có pH = 7,5 được bổ sung thêm muối 
NaCl với các nồng độ 1,0; 3,0 và 5,0%. Kết quả cho thấy rằng quá trình chuyển hóa amoni vẫn 
diễn ra trong môi trường có bổ sung muối đến 3,0% trong khi đó khả năng oxi hóa amoni của 
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Hình 7. Ảnh hưởng của nồng độ muối đến khả năng nitrit hóa của chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa 
HT1 
3.5 Thảo luận 
Pseudomonas aeruginose được biết đến là trực khuẩn mủ xanh thường gây bệnh cho người 
và động vật. Ngoài ra, chúng có khả năng sinh trưởng và phát triển trên môi trường khoáng, 
điều đó chứng tỏ loài vi khuẩn này có sự đa dạng về nguồn dinh dưỡng. Với khả năng chuyển 
hóa amoni của Pseudomonas aeruginosa HT1 đã chứng tỏ rằng mỗi vi sinh vật tồn tại trong tự 
nhiên thì bên cạnh mặt hại thì chúng đều có vai trò nhất định đối với môi trường. Hơn thế nữa, 
Pseudomonas aeruginosa trước đây đã chứng minh có khả năng chuyển hóa cả NO–2 và NO–3 [3], 
[4], [5], [9]. Điều này một lần nữa khẳng định vai trò của vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa đối 
với môi trường. Nghiên cứu cũng cho thấy rằng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 có khả 
năng chuyển hóa amoni trong nước thải chăn nuôi ở nồng độ rất cao 545 mg/L, nhưng hiệu quả 
chuyển hóa tốt nhất khi nồng độ amoni nhỏ hơn 50mg/L ở nhiệt độ và pH phù hợp. Kết quả đó 
cho thấy chủng vi khuẩn này có tiềm năng trong việc chuyển hóa amoni trong nước thải chăn 
nuôi nói riêng và nước thải nói chung tạo điều kiện thuận lợi cho các quá trình nitrat hóa và 
phản nitrat. Hiện nay, một số nhóm vi khuẩn khác nhau được chứng minh là tham gia vào quá 
trình oxy hóa amoni [8], [11], [19]. Tuy nhiên, sự đa dạng của các loại vi khuẩn có khả năng oxy 
hóa amoni vẫn còn hạn chế đã khiến cho vi khuẩn Nitrosomonas vẫn được biết đến như là một 
vi khuẩn có vai trò quan trọng và phổ biến trong quá trình chuyển hóa amoni trong tự nhiên 
cũng như trong các công trình xử lý nước thải. Do đó, sự chuyển hóa amoni bởi Pseudomonas 
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khuẩn oxy hóa amoni trong môi trường. Thêm vào đó, công trình nghiên cứu này còn có ý 
nghĩa hơn khi đó là công bố đầu tiên về khả năng oxy hóa amoni của chủng vi khuẩn 
Pseudomonas aeruginosa trên thế giới cũng như ở Việt Nam. Kết quả thử nghiệm đối chứng âm 
gồm các bình môi trường chứa amoni nhưng không được bổ sung dịch vi khuẩn Pseudomonas 
aeruginosa HT1 hay đối chứng chứa môi trường có bổ sung dịch chế phẩm đã được hấp khử 
trùng hoàn toàn đã không cho thấy bất kỳ đầu hiệu nào của sự oxy hóa amoni. Điều đó chứng 
tỏ rằng sự oxy hóa amoni trong các bình nuôi cấy thử nghiệm là do chủng vi khuẩn 
Pseudomonas aeruginosa HT1 trong dịch nuôi cấy bổ sung chịu trách nhiệm. Thử nghiệm về mức 
độ hiếu khí (nồng độ oxi hòa tan–DO) cho thấy chủng vi khuẩn có khả năng sinh trưởng, phát 
triển và oxy hóa amoni trong điều kiện oxy rất thấp 0,1 mg/L. Điều này chứng tỏ rằng chủng vi 
khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 có vai trò rất quan trọng trong quá trình oxy hóa amoni diễn 
ra trong tự nhiên, đặc biệt là trong các hồ xử lý sinh học là nơi thường có mức oxy thấp và sự 
phân bố của Pseudomonas aeruginosa trong môi trường là rất đa dạng và phổ biến.  
4 Kết luận  
Đã phân lập được chủng vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa HT1 có khả năng nitrit hóa 
amoni từ nước thải chăn nuôi lợn sử dụng phương pháp dãy ống nghiệm pha loãng và định 
danh vi khuẩn bằng phương pháp sinh học phân tử. Chủng vi khuẩn này có khả năng chuyển 
hóa amoni với nồng độ lên đến 545 mg/L, nhưng nồng độ hoạt động tối ưu là dưới 50 mg/L. Sự 
chuyển hóa amoni diễn ra trong cả điều kiện nuôi cấy có nồng độ oxy thấp. Vi khuẩn có khả 
năng sinh trưởng, phát triển và chuyển hóa amoni trong môi trường có nồng độ muối dao động 
khá lớn từ nước ngọt cho đến nước biển. Pseudomonas aeruginosa HT1 là chủng vi khuẩn tiềm 
năng trong xử lý các loại nước thải hiện nay. 
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Abstract: Ammonia-oxidizing bacteria play an important role in converting ammonium to nitrite, giving a 
condition for the second phase of nitrification and denitrification occurring in wastewater treatment 
technology. This study isolates the ammonia-oxidizing bacterium Pseudomonas aeruginosa strain HT1 from 
wastewater after biogas treatment of an industrial pig farm in Ha Tinh province by using the serial 
dilution method and bacterial identification by the molecular technique. The ammonium concentration 
was measured using the optical method. This bacterium can oxidize ammonium with a concentration of 
up to 545 mg/L. However, the optimal concentration of ammonium to be treated is lower than 50 mg/L 
and this concentration is completely removed after 4 days of incubation. This bacterium can oxidize 
ammonium in the medium containing the dissolved oxygen ranging from 0.1 to 7.0 mg/L. The activity of 
ammonium oxidation by this bacterial train remains stable in the medium amended with 3% NaCl. 
Pseudomonas aeruginosa strain HT1 can grow in the medium with pH = 6.0÷8.0, and it is a mesophilic 
bacterium growing optimally between 30 and 37 °C.  
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, ammonia-oxidizing bacteria, nitrification  
 
